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k57 Resumen:
Aceite de semilla de mostaza etope con alto conte-
nido en acido oleico.
La presente invencion se reere a un aceite de se-
milla de mostaza etope (nombre cientco Brassica
carinata A. Braun) carente de acido erucico (menos
de 2 % en peso respecto al contenido total en acidos
grasos del aceite) y con un contenido en acido oleico
entre el 60 % y el 80 % en peso del total de acidos
grasos. Este tipo de aceite no es producido en la
naturaleza por plantas de mostaza etope y ha sido
obtenido mediante un procedimiento biotecnologico.
El aceite es muy estable frente a la oxidacion y las al-
tas temperaturas, lo que hace que sea especialmente
indicado en alimentacion humana y tambien en la
industria de aceites lubricantes.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Aceite de semilla de mostaza etope con alto contenido en acido oleico.
Objeto de la invencion
La presente invencion se reere a un aceite de semilla de mostaza etope (nombre cientco Brassica
carinata A.Braun) carente de acido erucico (menos de 2 % en peso respecto al contenido total en acidos
grasos del aceite) y con un contenido en acido oleico entre el 60 % y el 80 % en peso del total de acidos
grasos. Este tipo de aceite no es producido en la naturaleza por plantas de mostaza etope y ha sido
obtenido mediante un procedimiento biotecnologico. El aceite de mostaza etope carente de acido erucico
y con alto contenido en acido oleico objeto de la presente invencion es heredable y se produce siempre
con independencia de las condiciones de cultivo.
Estado de la tecnica
La mostaza etope es una especie vegetal autoctona de Etiopa, donde se cultiva a peque~na escala
como verdura y como planta oleaginosa, debido a que sus semillas contienen alto contenido en aceite.
Este aceite posee un bajo contenido en acido oleico, entre el 8 % y el 13 %, y un alto porcentaje de
acido erucico, entre el 38 % y el 45 % (A. Getinet \Review on breeding of Ethiopian mustard, Brassica
carinata A.Braun", Proceedings 7th International Rapeseed Conference, pag. 593 -597, 1987). A nales
de los a~nos 50 se planteo la posible existencia de efectos perjudiciales derivados del empleo de aceites
ricos en acido erucico en alimentacion humana, planteamiento que se acentuo a raz de una serie de estu-
dios realizados durante los a~nos 70, y que pusieron de maniesto que los acidos grasos C22:1 resultaban
cardiotoxicos en animales, y por tanto, potencialmente toxicos para el hombre. Por este motivo, aceites
con alto contenido en acido erucico no deben destinarse a consumo humano. (FAO/OMS, \Las grasas y
aceites en la nutricion humana", Estudio FAO: Alimentacion y Nutricion, n 3, FAO, Roma, 1977).
Se han desarrollado hasta la fecha dos tipos de semillas de mostaza etope que producen aceite con
bajo contenido en acido erucico, potencialmente utilizables en alimentacion humana. El primer tipo se
obtuvo a traves de un programa de cruzamientos entre diferentes plantas de mostaza etope con niveles
intermedios de este acido graso (L.C. Alonso y col, \The outset of a new oilseed crop: Brassica carinata
with low erucic acid content", Proceedings 8th International Rapeseed Conference, pag. 170-176, 1991).
El segundo tipo se obtuvo mediante cruzamientos interespeccos entre plantas de mostaza etope con
alto contenido en acido erucico y plantas de mostaza india (Brassica juncea [L.] Czern.) carentes de acido
erucico (A. Getinet y col. \Development of zero erucic acid Ethiopian mustard through interspecic cross
with zero erucic acid Oriental mustard", Can. J. Plant Sci. 74:793-795, 1994). La composicion en acidos
grasos de ambos tipos de semillas, as como del tipo normal, se presenta en la Tabla 1. El contenido en
acido oleico de ambos tipos de semillas de mostaza etope carentes de acido erucico fue inferior al 40 %.
TABLA 1
Acidos grasos en aceite de mostaza etope
Variedad 16:01 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1
Normal2 3.7 1.0 8.9 20.5 14.7 8.1 39.0
Cero erucico3 5.8 1.2 39.0 29.5 22.2 1.1 0.2
Cero erucico4 6.0 1.7 28.3 38.1 22.9 1.1 0.1
(1) 16:0=acido palmtico; 18:0=acido estearico; 18:1=acido oleico; 18:2=acido linoleico; 18:3=acido
linolenico; 20:1=acido eicosenoico; 22:1=acido erucico.
(2) A. Getinet \Review on breeding of Ethiopian mustard, Brassica carinata A.Braun", Proceedings 7th
International Rapeseed Conference, pag. 593-597, 1987
(3) L.C. Alonso y col. \The outset of a new oilseed crop: Brassica carinata with low erucic acid content",
Proceedings 8th International Rapeseed Conference, pag. 170-176, 1991
(4) A. Getinet y col. \Development of zero erucic acid Ethiopian mustard through interspecic cross
with zero erucic acid Oriental mustard", Can. J. Plant Sci. 74:793-795, 1994.
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En la actualidad se buscan aceites vegetales que posean un elevado contenido en acido oleico, tanto
para su empleo en alimentacion humana como para su uso industrial. En alimentacion humana, un
aceite con alto contenido en acido oleico presenta varias ventajas. En primer lugar, este tipo de aceite
es muy estable frente a la oxidacion. Durante la misma, se producen sustancias que coneren sabor y
olor desagradables, lo que reduce considerablemente la vida media del aceite en el mercado. Asimismo,
algunas de las sustancias producidas como consecuencia de la oxidacion del aceite estan relacionadas con
la formacion de peroxidos, causantes de la formacion de radicales libres que a su vez se han relacionado
con procesos cancergenos (Vles y Gottembos \Nutritional characteristics and food uses of vegetable oils"
Oil Crops of the World, McGraw-Hill, EE.UU, pag. 63-86, 1989). En segundo lugar, estudios clnicos
han demostrado que aceites ricos en acido oleico reducen los niveles de colesterol total y de lipoprotenas
de baja densidad (LDL) en sangre (Mattson y Grundy \Comparison of eects of dietary saturated, mo-
nounsaturated and polyunsaturated fatty acids on plasma lipids and lipoproteins in man" J. Lipid Res.
26:194-202, 1985). En tercer lugar, el aceite rico en acido oleico es altamente termoestable, por lo que
su uso en frituras es aconsejable (M.C. Dobarganes y col. \Thermal stability and frying performance of
genetically modied sunflower seed (Helianthus annuus L.) oils" J. Agr. Food. Chem. 41:678-681, 1993).
En el campo industrial, los aceites con alto contenido en acido oleico son muy demandados, especialmente
por parte de la industria de aceites lubricantes, precisamente por su alta termoestabilidad (S. Harold y
col. \Varieties of rapeseed oil and derived products for use in fuels and lubricants" Proceedings 9th
International Rapeseed Conference, pag. 1341-1344, 1995).
Se han desarrollado variedades de colza (Brassica napus L.) (US-5955623; US-5625130; US-5840946;
US-5638637) y napina (Brassica rapa L.= Brassica campestris L.) (US-5638637; US-5840946) con una
composicion modicada de acidos grasos, que contienen al menos un 80 % en peso de acido oleico y menos
de un 0.1 % en peso de acido erucico, siempre referido al contenido total de acidos grasos. Sin embargo, no
existen en la actualidad plantas de mostaza etope (Brassica carinata A.Braun) cuyas semillas produzcan
un aceite con las caractersticas de bajo contenido en acido erucico y alto contenido en acido oleico que
muestran las plantas objeto de la presente invencion.
Explicacion de la invencion
Uno de los objetos de la invencion es un aceite vegetal obtenido de semillas de mostaza etope (nom-
bre cientco Brassica carinata A.Braun) modicadas biotecnologicamente. Este aceite carece de acido
erucico (menos del 2 % en peso), lo que le permite ser usado en alimentacion humana. Asimismo, este
aceite vegetal presenta un alto contenido en acido oleico, comprendido entre el 60 % y el 80 % en peso del
total de acidos grasos. Los restantes acidos grasos presentes en el aceite de mostaza etope objeto de la
presente invencion estan comprendidos entre el 2 % y el 10 % en peso de acido palmtico; entre el 0.5 % y
el 5 % en peso de acido estearico; entre el 3 % y el 25 % en peso de acido linoleico; entre el 4 % y el 12 %
en peso de acido linolenico; e inferior al 4 % en peso de acido eicosenoico. El contenido de otros acidos
grasos menores (mirstico, palmitoleico, behenico, nervonico) es siempre inferior al 2 % en peso.
Asimismo, las semillas y las plantas modicadas geneticamente que dan lugar al aceite libre de acido
erucico y con alto contenido en acido oleico, as como el procedimiento de obtencion de dichas plantas,
constituyen otro objeto de la presente invencion.
Descripcion detallada de la invencion
Para la obtencion de las plantas modicadas geneticamente cuyas semillas producen el aceite objeto
de la presente invencion se ha llevado a cabo un largo proceso de mejora genetica consistente en (1)
programa de mutagenesis qumica, (2) programa de cruzamientos interespeccos, y (3) programa de
recombinacion genetica entre productos obtenidos en el programa de mutagenesis qumica y productos
obtenidos en el programa de cruzamientos interespeccos.
El programa de mutagenesis qumica consistio en el tratamiento de semillas normales con un producto
qumico con propiedades mutagenicas, esto es, capaz de inducir mutaciones en el ADN de la planta. Para
que estas mutaciones resulten utiles, deben ser heredables, por lo que al tratamiento mutagenico siguio
un proceso de varios a~nos consistente en la identicacion y jacion de aquellas mutaciones heredables que
eran transmitidas de generacion en generacion. Como resultado de este programa se obtuvieron plantas
de mostaza etope cuyas semillas presentaban un incremento en el contenido en acido oleico respecto a
las semillas de plantas normales, aunque mantenan un contenido en acido erucico similar al de semillas
de plantas normales. El programa de mutagenesis se llevo a cabo durante cinco generaciones, al cabo de
las cuales se demostro la estabilidad genetica del caracter alto oleico en fondo alto erucico, independiente
de las condiciones de cultivo de las plantas.
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El programa de cruzamientos interespeccos consistio en la transferencia de los genes responsables
de la ausencia de acido erucico desde material publico de colza (nombre cientco Brassica napus L.) y
de mostaza india (nombre cientco Brassica juncea [L.] Czern.) libres de acido erucico (menos del 2 %
en peso de acido erucico) a una lnea seleccionada de mostaza etope. El programa de cruzamientos in-
terespeccos se llevo a cabo mediante tres subprogramas: (a) cruzamiento interespecco entre material
de colza libre de acido erucico y una lnea seleccionada de mostaza etope, seguido de una generacion de
retrocruzamiento hacia el parental de mostaza etope y tres generaciones adicionales de autofecundacion;
(b) cruzamiento interespecco entre material de mostaza india libre de acido erucico Y una lnea selec-
cionada de mostaza etope, seguido de una generacion de retrocruzamiento hacia el parental de mostaza
etope y tres generaciones adicionales de autofecundacion; (c) recombinacion genetica entre plantas de
mostaza etope procedentes de cruzamientos interespeccos con material de colza libre de acido erucico
y plantas de mostaza etope procedentes de cruzamientos interespeccos con material de mostaza india
libre de acido erucico. Dicha recombinacion genetica se llevo a cabo durante seis generaciones, al cabo de
las cuales se demostro la estabilidad del caracter cero erucico, independiente de las condiciones de cultivo
de las plantas.
El programa recombinacion genetica entre productos obtenidos en el programa de mutagenesis qumica
y productos obtenidos en el programa de cruzamientos interespeccos se llevo a cabo durante cuatro gene-
raciones, tras las que se demostro la estabilidad de los caracteres cero erucico y alto oleico, independientes
de las condiciones de cultivo de las plantas.
Modo de realizacion de la invencion
Primero. Programa de mutagenesis qumica
Semillas de mostaza etope de la lnea C-101, con 8.5 % de acido oleico, fueron sumergidas en agua
a temperatura ambiente durante 16 horas para promover el ablandamiento de la cubierta externa y,
por tanto, favorecer la penetracion del agente mutagenico. Pasado este tiempo, se sumergieron por un
perodo de 2 horas a temperatura ambiente y con una agitacion continua a 75 r.p.m. en una solucion del
agente mutagenico metil-sulfonato de etilo (EMS), preparada a una concentracion del 1 % (vol/vol) en
tampon fosfato 0.1 M a pH 7. Tras el tratamiento mutagenico las semillas se lavaron durante 10 horas
en agua corriente, se secaron, y se sembraron en campo. Las plantas correspondientes se cosecharon
individualmente, y las semillas de cada una de las plantas cosechadas se sembraron en campo. Las
plantas correspondientes se cosecharon individualmente y sus semillas se analizaron para conocer su
composicion en acidos grasos. A partir de estos analisis, se selecciono una planta con un contenido
anormalmente alto en acido oleico (19.3 %). En sucesivas generaciones se realizo seleccion para aumentar
y estabilizar su contenido en acido oleico. Finalmente, se obtuvo una lnea en la quinta generacion con
valores maximos y mnimos de 27.9 % y 17.0 %, respectivamente, de acido oleico. La lnea se denomino
N2-3591. Su composicion media en acidos grasos, comparada con la lnea a partir de la que se obtuvo,
C-101, se muestra en la Tabla 2.
TABLA 2
Acidos grasos en %
Variedad 16:01 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1
C-101 3.7 1.1 8.5 20.6 11.6 7.4 43.5
N2-3591 3.2 1.0 23.3 8.3 6.6 9.6 47.2
(1) 16:0=acido palmtico; 18:0=acido estearico; 18:1=acido oleico; 18:2=acido linoleico; 18:3=acido
linolenico; 20:1=acido eicosenoico; 22:1=acido erucico.
Segundo. Programa de cruzamientos interespeccos
Las plantas de mostaza etope (nombre cientco Brassica carinata A.Braun) tienen un genoma en
el nucleo de sus celulas que es de conguracion BBCC. Las plantas de mostaza india (nombre cientco
Brassica juncea [L.] Czern) tienen un genoma en el nucleo de sus celulas que es de conguracion AABB.
Las plantas de colza (nombre cientco Brassica napus L.) tienen un genoma en el nucleo de sus celulas
que es de conguracion AACC. Para conseguir plantas de genoma BBCC con el aceite de sus semillas
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carente de acido erucico, se realizo un programa de cruzamientos interespeccos entre una planta de
material publico de colza cero erucico, con menos del 2 % en peso de acido erucico (B. napus L. cv.
\Duplo"), una planta de material publico de mostaza india cero erucico, con menos del 2 % en peso de
acido erucico (B. juncea cv. \Zem-1"), y una planta de mostaza etope con niveles normales de acido
erucico, entre 39 % y 49 % en peso de acido erucico (B. carinata cv. \C -101"). Este programa se realizo
mediante tres subprogramas:
2.1. Subprograma de cruzamientos entre C-101 y Duplo
Una planta de mostaza etope C-101 se cruzo con una planta de colza Duplo. Las semillas obtenidas
de este cruzamiento se sembraron en macetas y varias de las plantas resultantes se cruzaron de nuevo
con plantas de C-101. Las plantas de las semillas resultantes del cruzamiento se autofecundaron durante
tres generaciones, tras lo cual se obtuvieron plantas de conguracion genomica ABCC, con los genes para
cero erucico procedentes de colza incorporados.
2.2. Subprograma de cruzamientos entre C-101 y Zem-1
Una planta de mostaza etope C-101 se cruzo con una planta de mostaza india Zem -1. Las semillas
obtenidas de este cruzamiento se sembraron en macetas y varias de las plantas resultantes se cruzaron de
nuevo con plantas de C-101. Las plantas de las semillas resultantes del cruzamiento se autofecundaron
durante tres generaciones, tras lo cual se obtuvieron plantas de conguracion genomica BBAC, con los
genes para cero erucico procedentes de mostaza india incorporados.
2.3. Subprograma de cruzamientos entre plantas de conguracion genomica ABCC y BBAC
Plantas de conguracion genomica ABCC y BBAC se cruzaron entre s. Las semillas procedentes de
los cruzamientos se sembraron. Las plantas a las que dieron lugar se autofecundaron y se cosecharon
individualmente. Sus semillas fueron analizadas para conocer la composicion en acidos grasos de su aceite.
De un total de 507 plantas analizadas, 45 de ellas presentaron un bajo contenido en acido erucico (menos
del 2 % en peso de este acido graso). Las semillas de cinco de estas plantas fueron sembradas, tras lo que
se realizo un proceso de seleccion durante tres generaciones. La mejor de estas cinco lneas se denomino
25X-1. Su composicion en acidos grasos, en comparacion con sus parentales C-101, Duplo, y Zem-1 se
muestra en la Tabla 3.
TABLA 3
Acidos grasos en %
Variedad 16:01 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1
25X-1 5.0 1.3 38.6 42.9 10.2 1.2 0.2
C-101 3.7 1.1 8.5 20.6 11.6 7.4 43.5
Duplo 4.1 1.5 45.3 37.2 8.7 1.7 0.2
Zem-1 4.1 1.2 45.4 36.8 9.5 1.9 0.3
(1) 16:0=acido palmtico; 18:0=acido estearico; 18:1=acido oleico; 18:2=acido linoleico; 18:3=acido
linolenico; 20:1=acido eicosenoico; 22:1=acido erucico.
Tercero. Programa de cruzamientos entre N2-3591 y 25X-1
Plantas del mutante alto oleico en fondo alto erucico, N2-3591, se cruzaron con plantas de la lnea cero
erucico 25X-1. Las semillas obtenidas del cruzamiento se sembraron en macetas y las correspondientes
plantas se autofecundaron y se cosecharon individualmente. Las semillas procedentes de estas plantas se
analizaron para la composicion en acidos grasos de su aceite. De un total de 300 semillas analizadas se
identicaron cinco que combinaban el caracter cero erucico con el caracter alto oleico. Estas semillas se
sembraron y autofecundaron, procediendose a una seleccion durante dos generaciones para alto contenido
en acido oleico y bajo contenido en acido erucico. Al cabo de esta seleccion se obtuvo la lnea IAS-3,
que contiene menos del 2 % en peso de acido erucico y entre el 60 % y 80 % en peso de acido oleico. La
composicion en acidos grasos de IAS-3, comparada con las lneas a partir de las que se obtuvo y con otras
lneas de mostaza etope cero erucico desarrolladas hasta la fecha, se muestra en la Tabla 4.
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TABLA 4
Acidos grasos en %
Variedad 16:01 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1
IAS-3 3.6 1.6 74.4 10.6 7.7 1.5 0.2
25X-1 5.0 1.3 38.6 42.9 10.2 1.2 0.2
N2-3591 3.2 1.0 23.3 8.3 6.6 9.6 47.2
Cero erucico2 5.8 1.2 39.0 29.5 22.2 1.1 0.2
Cero erucico3 6.0 1.7 28.3 38.1 22.9 1.1 0.1
(1) 16:0=acido palmtico; 18:0=acido estearico; 18:1=acido oleico; 18:2=acido linoleico; 18:3=acido
linolenico; 20:1=acido eicosenoico; 22:1=acido erucico.
(2) L.C. Alonso y col. \The outset of a new oilseed crop: Brassica carinata with low erucic acid content",
Proceedings 8th International Rapeseed Conference, pag. 170 -176, 1991
(3) A. Getinet y col. \Development of zero erucic acid Ethiopian mustard through interspecic cross
with zero erucic acid Oriental mustard", Can. J. Plant Sci. 74:793 -795, 1994
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REIVINDICACIONES
1. Aceite de semilla de mostaza etope con alto contenido en acido oleico, caracterizado porque el
contenido en acido oleico del aceite esta comprendido entre el 60 % y el 80 % en peso y el contenido en
acido erucico es inferior al 2 % en peso respecto al total de acidos grasos del aceite y adicionalmente,
el contenido en acido linoleico esta comprendido entre el 3 % y el 25 % en peso y el contenido en acido
linolenico esta comprendido entre el 4 % y el 12 % en peso, referido tambien al total de acidos grasos del
aceite.
2. Aceite de semilla de mostaza etope con alto contenido en acido oleico segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque dicho aceite presenta los siguientes contenidos de otros acidos grasos, expresados
como porcentaje en peso respecto al total de acidos grasos: acido palmtico entre el 2 % y el 10 %; acido
estearico entre el 0.5 % y el 5 %; acido eicosenoico inferior al 4 %.
3. Aceite de semilla de mostaza etope con alto contenido en acido oleico segun las reivindicaciones
1 y 2, caracterizado porque el contenido en acido oleico del aceite esta comprendido entre el 70 % y el
80 % en peso respecto al total de acidos grasos del aceite.
4. Aceite de semilla de mostaza etope con alto contenido en acido oleico segun las reivindicaciones
1-3, caracterizado porque el contenido en acido erucico del aceite es inferior al 0.1 % en peso respecto
al total de acidos grasos del aceite.
5. Aceite de semilla de mostaza etope con alto contenido en acido oleico segun la reivindicacion 4,
caracterizado porque el contenido en acido erucico del aceite es inferior al 0.05 % en peso respecto al
total de acidos grasos del aceite.
6. Semillas de mostaza etope que poseen un aceite con alto contenido en acido oleico segun las rei-
vindicaciones 1-5.
7. Plantas de mostaza etope (Brassica carinata A. Braun) que al ser autofecundadas producen semi-
llas que poseen un aceite con alto contenido en acido oleico segun las reivindicaciones 1-5.
8. Procedimiento de obtencion de plantas de mostaza etope (Brassica carinata A. Braun), segun la
reivindicacion 7, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
a) Tratamiento de semillas normales de mostaza etope, previamente embebidas en agua durante
16 horas, con una solucion del agente mutagenico metil-sulfonato de etilo (EMS), preparada a
una concentracion comprendida entre el 0.1 % y el 2 % (vol/vol), durante un perodo de tiempo
comprendido entre 0.5 y 6 horas.
b) Cultivo de las semillas tratadas segun el apartado a), seleccion de aquellas que presentan un incre-
mento en el contenido en acido oleico del aceite en comparacion con las semillas de plantas normales,
manteniendo un contenido en acido erucico similar al de aquellas.
c) Cruzamiento de plantas de mostaza etope (Brassica carinata A. Braun) con contenido normal en
acido erucico del aceite con plantas de una lnea colza (B. napus L.) con menos del 2 % en peso de
acido erucico en el aceite de sus semillas, seguido de retrocruzamiento, autofecundacion, y seleccion
de plantas de mostaza etope con menos del 2 % en peso de acido erucico en el aceite de sus semillas.
d) Cruzamiento de plantas de mostaza etope (Brassica carinata A. Braun) con contenido normal en
acido erucico del aceite con plantas de una lnea de mostaza india (B. juncea [L.] Czern.) con
menos del 2 % en peso de acido erucico en el aceite de sus semillas, seguido de retrocruzamiento,
autofecundacion, y seleccion de plantas de mostaza etope con menos del 2 % en peso de acido
erucico en el aceite de sus semillas.
e) Cruzamiento de plantas de mostaza etope obtenidas segun el apartado c) con plantas de mostaza
etope obtenidas segun el apartado d), seguido de autofecundacion y seleccion de plantas de mostaza
etope procedentes del mencionado cruzamiento con menos del 2 % en peso de acido erucico en el
aceite de sus semillas.
f) Recombinacion genetica entre plantas de mostaza etope obtenidas en el programa de mutagenesis
qumica [etapas a) y b)] y plantas de mostaza etope obtenidas en el programa de cruzamientos
interespeccos [etapas c), d) y e)], seguida de autofecundacion y seleccion de semillas con bajo
contenido en acido erucico y alto contenido en acido oleico.
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g) Siembra de las semillas seleccionadas en la etapa f), seguida de autofecundacion y seleccion para
obtener una lnea estable de mostaza etope con bajo contenido en acido erucico y alto contenido
en acido oleico.
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